PCT/EP2004 / 0 1 2 0 1 7 




" Europaisches European JIS^'k™??^*" 

lateStamt Patent Office des brevets 



Bescheinigung Certificate Attestation 



Die angehefteten Unterla- 
gen stlmmen mit der 
ursprQnglich eingerelchten 
Fassung der auf dem nach- 
sten Blatt bezeichneten 
europ£lischen Patentanmel- 
dung uberein. 



The attached documents 
are exact copies of the 
European patent application 
described on the following 
page, as originally filed. 



REC'D 0 8 DEC 2004 



Le j tfflflOients fix6s a PCT 
cette attestation soni 
conformes a la version 
initialement d6pos6e de 
ta demande de brevet 
europ6en sp6clfi6e a la 
page suivante. 



Patentanmeldung Nr. Patent application No. Demande de brevet n« 

03023953.7 



I PRIORITY 
DOCUMENT 

SUBMITTED OR TRANSMITTED IN 
•OMP1.IANCF. WITH RIII.K 17.1(a) OR (bl 



FT 



m 

c 



Der Prasident des EuropSischen Patentamts; 
Im Auftrag 

For the President of the European Patent Office 
Le President de I'Office europeen des brevets 

P.O. 



RGvanDi]k 



EPA/EPO«3EB Form 1014.1 - 02.2000 7001014 




Europaisches 
Patentamt 



European 
Patent Office 



OfTice europten 
des brevets 



Anmeldung Nr: 
Application no. 
Demande no: 



03023953.7 



Anmeldetag: 
Date of filing: 
Date de d^pdt: 



22.10.03 



Anmel der/Appl IcantC s)/DeinandeurC s) : 

Selecore GmbH 
Burckhardtweg 2 
37077 Gbttingen 
ALLEMA6NE 



Bezelchnung der Erf 1 ndung/TI tl e of the Inventlon/Tltre de T Invention: 
(Falls die Bezelchnung der Erflndung nicht angegeben 1st. slehe Beschrelbung. 
If no title Is shown please refer to the description. 
SI aucun titre n'est 1nd1qu6 se referer a la description.) 

Verfaliren zur Identif izienmg von Enzymen mit gevriinschten Eigenschaften durch 
Verankerung der Reaktionsprodukte auf der Oberf lache Enzym-prasentxerender 
Organismen 

In Anspruch genommene Prloriat(en) / Priori ty(les) claimed /Pr1or1t6(s) 

revend1qu6e(s) ^ ^ ^ 

Staat/Tag/Aktenzelchen/State/Date/Flle no./Pays/Date/Num6ro de d6pot: 



Internationale Patentklasslflkati on/International Patent Classification/ 
Classification Internationale des brevets: 

C12Q1/00 



Am Anmeldetag benannte Ver t rag staa ten/Contracting states designated at date of 
flHng/Etats contractants d4s1gn€es lors du d€pdt: 

AT BE BG CH CY CZ DE DK EE ES FI FR GB 6R HU IE IT LU MC NL 
PT RO SE SI SK TR LI 



030239S3.7 

EPA/EPO/OEB Form 1014.2 - 01.2000 7001014 



2 



Melie EP-Patentanmeldung 
Selecore GmbH 
U. Z.: H2768 EP S3 

Verfahren zur Identifizierung von Enzymen mit gewQnschten Eigenschaften 
durch Verankerung der Reaktlonsprodukle auf^der Oberfliche Enzym- 

prisentier^nder Organlsmen 



Die vorllegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Iddntifizlerung von Enzymen mit 
einer gesuchten Aktivitat durch die zufallsmaBige Erzeugung einer groBen 
Sammlung von Enzymvarianten. die Synthese dieser Varianten in Wirtsorganiemen, 
.deien Presentation auf der OberflSche der Organismen und die Isolierung von 
Enzymvarianten mit den gewOnschten Eigendchaften durch den Nachweis der 
kovalenten Deposition des Reaktionsproduktes auf der OberflSche des 
Wirtsorganismus. 

Die vorliegende Erfindung betrifft insbesondere ein Verfahren zur identifizierung von 
IHydrolasen mit gewQnschten Eigenschaften, wobei IHydrolasevarianten auf der 
OberflSche von Oiganismen pr§sentiert werden, welche mit einem zweiten Enzym, 
das ais Hilfsenzym wirkt, dekoriert werden. Das von der Hydrolase freigesetzte 
Produkt ist seinerseits Substrat fOr das Hilfsenzym, wetehes das Produkt aktiviert. so 
dass dieses durch Koppiung an funktionelie Gruppen auf der Oberfiache des 
Wirtsorganismus kovalent fMext wird. Durch die Fixierung des Produkted wird der* 
Wirtsorganismus, der die gewQnschte Enzymaktivitat aufweist, markiert und kann 
dann aus einer groBen Sammlung von Organlsmen, die verschiedene 
Hydrolasevarianten exprimieren, isoiiert werden. Dieses Verfahren eignet sich 
Insbesondere zur Durchmustemng groBer BIbliotheken und eriaubt es, in kurzer Zelt 
mehrere Mlllionen Enzymvarianten zu testen und damit schneiler und zleigerichteter 
ais bisher mdgiich zu Enzymvarianten mit gewOnschten Eigenschaften zu kommen. 

Hydroiytische Enzyme und insbesondere Esterasen und Lipasen reprasentieren eine 
Klasse von Enzymen, die unverzichtbares Hiifsmittel fOr eine Vielzahl von 
Anwendungen in der organischen Chemie und Biotechnologle geworden sind. Ihr 
Potenzial beruht auf ihrer Fahigkeit, nicht nur die Hydrolyse, sondem auch.dle 



epO-^Aunton 
53 



^ Synthese vieler verschledener Ester zu katalysieren, welche Qblicherweise mit hoher 
Speafltat und Selektlvitat erfolgt. Lipasen (EC 3. 1.1. a) sind Carboxylesterasen. die 
di r Ffl hi j k Ht hi'sit?'*" i anr|kftttirffi Anylqlynfirvlestpr (>C.^,^^ zu hydrolysieren . w a hmnd 
Esterasen (EC 3.1.1.1) Estersubstrate KQrzerkettlger Fettsauren hydrolysieren (<Cio). 

Hydrolasen, darunter vor allem Lipasen und Esterasen. werden in der Biotechnologie 
vor allem fQr die Katalyse stereoselektiver Konversionen elner Vielzahl von Aminen. 
sowie primaren und sekundaren Alkoholen eingesetzt (Rogalska et al., Blochem, 
Soc. Trans. 25 (1997), 161-164; Jaeger et al., FEMS Microbiol. Rev. 15 (1994), 29- 
63). Jedoch 1st nicht fQr jede gewQnschte Unnselzungsreaktion eine entsprechend 
selekBve Hydrolase bekannt. Daher wurden neue Weige beschritten, 
Hydrolasemutanten aus natQrIlchen Quellen zu isolieren oder bekannte Hydrolasen 
so abzuwandein, dass sie den geiforderlen AnsprUchen an die Selektivitat und 
Spezifitat fQr den kommeiziellen Einsatz genQgen. 

Selektion, d.h. Zellkultivieaing unter Bedingungen, die eine Zellvemnehning nur 
ertauben, wenn ein bestimnites Enzym aktiv ist, war viele Jahre das Mittel der Wahl, 
urn Enzyme mit gevyOnschten Eigenschaften zu |solieren._ Das bisher erfplgreichste. 
Verfahren beruht auf der Mutagenese eines Gens in vitro, welches fQr eIn 
gewQnschtes Enzym kodiert, der Einfuhrung der mutagenisierten DNA in Zellen, urn 
eine Bibliothek zu generieren, und schlieiSlich der Seiektlon von Zellen. die ein 
aktives Enzym produzieren, durch Aniegen restriktiver Wachstumsbedingungen. So 
konstruierten z.B. Palzklll et al. (J. Bacteriol. 176 (1994). 563-568) Sammlungen 
groBer BIbliotheken, bei denen mehrere Aminosauren umfassende 
Sequenzabschnitte in beta-Laclamase durch den Einsatz von in vitro Techniken 
randomisiert wurden. Die beta-Lactamase l\/lutantengene wurden durch 
Transfomiation in E. coli eingebracht Zellen, die In der Lage waren, in Gegenwart 
von beta-Lactam-Antibiotika zu wachsen, welche nonnaleniveise schlechte Substrate 
fQr beta-l.actamase sind, wurden isollert (Venkatachalam et al., J. Biol. Chem. 269 
(1994).. 23444-23450). 

Ein Vielzahl von Techniken einschlielilich chemischer Mutagenese isolierter DNA, 
Genamplifikation durch "Error prone" PCR und Oligonucleotid-Mutagenese wurden 
eingesetzt, um Bibliotheken von Mutariten-Genen zu generieren, die eine 
gewQnschte Anzahl von Nukleotidsubstitutionen aufweisen. HSufig werden mehrere 
Runden von Selektion und Mutagenese angewandt, um zunehmend verbesserte 
Enzyme zu selektieren. 
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Die Selektlon verbesserter Enzyme, die in vitro konstruierten Gen-Blbliotheken 
entstammen, ist ein leistungsfahiges VeFfahren, urn Enzyme mit gewunschten 
Eigenschaften zu erhaiten. Dieses kann allerdings nur dann eingesetzt werden, wenn 
das gesuclite Enzym eine essentieile und fQr das Oberleben der Zelle notwendige 
Reaktion katalysiert. Leider ist es fur eine Vielzaht kommeraell interessanter 
enzymkatalysierter Reaktionen nicht mdglich, eine Selektlonsstragie zu entwickeln. 
FQr Enzymreaktionen, bei denen das Design einer SelekUonsstrategie nicht mdglich 
ist mussen Bibliotheken von Mutanten durch Anwendung eines direkten Assays 
durchgemustert werden. Dabei wird wiederum durch Einfuhrung von Mutationen Im 
Gen des entsprechenden Enzyms eine Sammlung von Enzymgenen erzeugt. Durch 
individuelles Einbringen dieser Gene, QblichenAreise im Kontext eInes 
Expressionsplasmids, In einen mikrobiellen Expressionswirt wird damit eine 
Population von Mikroorganismen generiert, von denen jeder Klon im Prinzip eine 
bezQglich der Aminosauresequenz variierte Enzymvariante synthetisiert. Die 
einzelnen Klone werden dann separat vermehrt, entweder als Kolonien auf 
Agarplatten oder in 96-Loch Platten. Die Wirtszellen werden lysiert und damit wird die 
Enzymvananfe freTgesetzt. Jedes einzeine Lysaf wird nun mit einem vorgebenen - 
haufig chromogenen - Substratmolekul inkubiert und die Umsatzreaktion vermessen. 
Solche IViikroorganismen, die eine Enzymvariante produzieren, welche gewunschte 
Verbesserungen in Hinblick auf die gesuchten enzymatischen Eigenschaften 
aufwelst, werden anschlieHend vermehrt. Durch Gewinnung der fQr die 
Enzymvariante kodierenden Gensequenz und Bestimmung der Basenabfolge des 
gegenOber dem Wildtyp verdnderten Gens kann die erhaltene Variants bezQglich 
ihrer Abweichungen von der Basenabfolge des ursprQnglich eingesetzten Gens 
charakterisiert werden. Durch Anwendung dieser Strategie konnten z.B. I^oore und 
Arnold (Nature Biotechnol. 14 (1996), 458-467) eine Variants der p- 
Nltrobenzylesterase isolieren, welche in 30% DMF eine 1&-fach h6here Aktivitat 
aufwies als das Ausgangsenzym. 

Oblicherweise zeigt die aus einer einzigen Runde von Mutagenese und Screening 
erhaltene Enzymvariante zwar leichte Verbesserungen ihrer enzymatischen 
Eigenschaften in Richtung auf die gewunschte, pragt jedoch die gewQnschte 
Eigenschaft noch nicht vollstandig aus. Daher wird meistens ausgehend von dieser 
erhaltenen Enzymvariante ein neuer Satz von Genvarianten erzeugt, und mit diesen 
der Prozess von Genexpression in Mikroorganismen, Bestimmung der 



enzymatischen Eigenschaften individueller Klone und Identifizierung von in HlnWIck 
auf die gewflnschten Eigenscliaften verbesserten Varianten emeut durclilaufen. 
^Plan j^ hii^ flio gewfinsrJite Elqensciiaft ertialten wird. 



Dieses Verfahren bitgt jedoch einen wesentlichen^ Nachteilen in sich: Es erfbrdert 
eine physikalische Separierung und Kultivierung in rSumiich getrennten 
KuIturgefaBen (z-B. l\/likrotiterplatten oder ReagensglSser) dereinzelnen mikrobiellen 
Klone. welche zufallsmiBIg veranderte Gene fQr das Enzym tragen und damit auch 
unterschledliche Enzymvarianten produzieren. In jedem einzelnen der getrennten 
KulturgefaUe muss dann die enzymatischen Eigenschaft der von dem jeweiligen 
miloobiellen Klon produzierten Enzymvariante gemessen werden. Dieses Verfahren 
ist In Bezug auf die dadurch notwendige getrennte Handhabung der mikrobiellen 
Klone und der getrennten Bestlmmung der enzymatischen Eigenschaften jedes 
einzelnen mikrobiellen Wones sehr aufwSndig. Aus GrOnden der Logistik und der 
Kosten kann damit immer nur ein Subsatz der tatsachlich erzeugten Genvarlanten 
durchgemustert werden. Oblichenweise werden mehrere hundert bis mehrere 1000 
Klone wie oben beschrieben in Hiriblick auf die gesuchte Eigenschaft untersucht. Die 
Vielfalt der tateSchllch erzeugten Genvarlanten ist demgegenQber aber wesentlich 
hoher und kann Ober 10» liegen. Es ist jedoch sehr wOnschenswert. mogllchst viele 
Enzymvarianten untereuchen zu kSnnen, da sonst das Risiko besteht. dass eIne 
Variante mit besonders gQnstigen Eigenschaften unentdeckt bleibt. well sie nicht zum 
Ensemble der untersuchten Enzymvarianten gehort. 

Das Screening von Kolonien unter Anwendung von Platten-Assays unteriiegt aulier 
der Tatsache. dass nur eine begrenzte Anzahl von Screening-Reaktionen 
durchgefQhrt werden kann, weiteren Einschrankungen: Da die weitaus groBte Anzahl 
von Proteinen von £. coli - welches der am besten geeignete Wirtsorganismus fQr 
gelenkte Evolution ist - nicht freigesetzt werden. muss das Substrat in der Lage sein. 
in die Zellen zu diffundieren und es darf nicht toxisch sein. AuHerdem zeigen Platten- 
Assays. auch solche. fOr die fluoreszlerende MolekOle benutzt werden. hSuflg eine 
moderate Spezifitdt. 

Es besteht daher die Tendenz Ultra-Hochdurchsatzverfahren zu entwickeln, die (1) in 
kleinem Raktionsmassstab arbeiten. (2) eine schnelle Messung der enzymatischen 
Eigenschaften jedeS"6iri2elnen Klones einer mikrobiellen Population emnoglichen und 
mit der (3) welt mehr als die mit dem Stand der Technik mogliche Anzahl von Klonen 



bearbeitet werden kann. WOnschenswert ist dabei. dass die zur Testung anstehende 
Enzymvariante vom miKrobiellen Produzenten nicht nur synthetisiert, sondem 
freigeset^ wird. so dass eine direkte Interaktion mit dem Substrat stattfinden kann 
und auHerdem nahezu beliebige Reaktionsbedingungen -in Hinbiick auf Watil des 
Ldsungsmitteis, plH, lonenkonzentration etc. geschaffen werden kdnnen. 
Angestrebt wird femer, das zu untersucliende Enzym auHerhalb der produzierenden 
Zelle in einer Form zur VerfUgung zu stelien. dass es mit der Oberfl3che der 
produzierenden Zeile kovalent verknQpft ist. In den vergangen Jahren wurde eine 
Reilie von Screening-Verfaliren zur Isolierung von Enzymen mit verbesserten 
Elgenschaften entwickeit, die das Ziel haben. die Bescrirankungen von Piatten- 
Assays aufzuheben und die auf der Durchmusterung Oberfldchen-exponierter 
Enzymblbliotlieken beruhen. VIeileicht die innovativste Anwendung wurde am 
Beispiei der Protease OmpT aus Escherichia coli besciirieben (Olsen et ai, Nat. 
Biotechnol. 18 (2000), 1071-1074). Dort wurde mit OmpT eine Protease aus 
Escherichia coli eingesetzt, die von sicli aus eln Protein der auHeren l^embran ist 
und damit in der auHeren I^embran von E. coli verankert ist und eine Protease- 
DomSne auf der Au&enseite der bakteriellen OberflSche exponiert. Es wurd€ eine 
zufallsma&ige Sammlung von ompT Genvapanten erzeugt. Die operativ mit diesen 
verknQpften ompT-Varianten wurden exprimiert und die jeweilige variante 
en:^matische ProteindomSne auf der Oberfldche der jeweiligen, diese produzieren 
Bakterienzelle exponiert. Die Bakterienzellen wurden mit einem syntlietischen Peptid 
inkubiert, welches zwel rSumlich benachbarte Fluorophore trSgt. Durch tiydrolytische 
.Spaltung - hervorgerufen durdi eine OmpT-Variante mit der gewQnschten 
Substratspezifitat - des Peptides kommt es zur Separierung' der Fluoropiiore und 
.damit zu einer Anderung der Fluoreszenzeigenschaflen des Produktes gegenQl>er 
dem Substrat, welclies dann eine erii5lite grOne Fluoreszenz zeigt. Das flreigesetzte 
Produkt weist eine positive Netloladung auf, so dass es auf der (negativ geladenen) 
Oberflache derjenigen Zelle, die eine Proteolyseaktivitat gegenuber dem Substrat 
aufweist, gebunden bieibt Damit war es moglich, durcli DurciifluRzylometrie grun- 
fluoreszierende Zeilen zu isolieren, bei denen die beobachtete griine Fluoreszenz mit 
einer katalytischen Aktivitat der oberflachenexponierten OmpT-Proteasevariante 
korrelierte. Ein wesentliclier Nachteil dieses Verfahrens besteiit jedoch darin, dass 
das durch Umsatz mit dem Enzym freigesetzte Reaktionsprodukt lediglich durch 
ionogene Wechselwirkungen, auf der OberflSche der das Substrat konvertierenden 
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*^ Bakterienzelle gebunden 1st. Damit ist eine gewQnschte permanente Kopplung des 
Phanotyps der en^matischen Aktivltat mit dem korrespendierenden Genotyp deF 
Hi^o«> A ktivi tm ? ..cprag onH^n Bakterienzelle nioht qeqeben. Es besteht stets das 
Risiko. dass sich ProduktmolekOle von der Oberflache der sie generierenden 
Bakterienzelle ablSsen, damit in Losung freigesetzl werden und damit auf der 
Oberflache anderer, nicht die gewQnschte enzymatische Aktlvltat ausprSgendende 
Bakterien binden. Dadurch wird eine Identifizierung der Bakterien, die die 
gewQnschte Enzymaktivitat exprimieren, durch Nachweis der gebundenen 
ProduktmolekQIe erhebllch erschwert. AuBerdem bleibt die Bindung des Produktes 
an die Zelloberflache nur unter Niedrigsalzbedingungen ertialten und das Verfahren 
ist nur dann anwendbar. wenn das erhaltene Produkt eine Ladung aufweisl und 
wenn diese Ladung gegensStzlich zu der Ladung der OberflSche der Wirtszelle isL 
DarQber hinaus ist es nur auf solche MIkroorganismen anwendbar, die einfe geladene 
Oberflache besitzen. Femer kann das Verfahren nicht eingesetzt werden. wenn sich 
die auf dem Substrat- oder Produktmolekul befindliche Ladung in ungQnstiger Weise 
auf die Enzymreaktion auswirkt. 

Es besteht daT^er der Bedarf. Verfahren zur Isdliefung- von Enzymen, irisbesondere 

von solchen mit Substrat-spaltender Aktivitat. mit gewQnschten Eigenschaften zur 
VerfQgung zu stellen. die einen extrem hohen Durchsatz eriauben und eine einfache 
und zuverlassige Bestimmung positiver Klone eriauben. 

Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde. derartige Verfahren 
zur VerfQgung zu stellen. 

Diese Aufgabe wird gelOst durch die Bereitstellung der In den PatentansprQchen 
bezeichneten AusfQhrungsformen. 

Somit betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren zu Identifizierung eines 
Enzymes mit einer gewQnschten Substrat-spaltenden Aktivitat. wobei eine Bibliothek, 
die eine Vielzahl verschiedener Kandidatenpolypeptide kodiert, derart von 
geeigneten WIrtsorganlsmen exprimiert wird. dass die Kandidatenpolypeptide auf der 
Oberflache der WIrtsorganlsmen prasentiert werden, und die WIrtsorganlsmen mit 
dem zu spaltenden Substrat in Kontakt gebracht werden, dadurch gekennzeichnet, 
dass 

(a) auf der Oberflache der Wirtsorganismen ein Hilfsenzym bereitgestellt wird, 
welches die Ausbildung einer kovalenten Bindung ennSglicht zwischen der 
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Oberflache des Organismus und einem Produkt, das durch die 
Substratspaltungs-Reaktion entsteht, die durch ein Kandidatenpolypeptid 
l<atalysiert wird, und 

(b) die Wirtsorganismen identifiziert werden. be! denen das Produkt auf der 
Oberflaclie gebunden ist. 

Das erfindungsgemalto Verfahren ist besonders vorteilhaft, da es die kovaiente 
Bindung eines Produktes der durch das Kandidatenpolypeptid katalysierten Reaktion 
auf der Oberflache derWirtsorganismus emndglicht. Dadurch wird die Veriasslichkeit, 
mit der Wirtsorganismen, die die gewQnschte EnzymaktivitSt exprimieren, Identifiziert 
werden kdnnen. drastisch erhdht. Die kovaiente Fixierung des Reaktionisproduktes 
an der Oberfldche des Wirtsorganismus eriaubt eine bessere Kon^iation zwischen 
der Detektion der gewQnschten EnzymakHvitdt und dem Wirtsorganismus. der diese 
Enzymaktivitat exprimiert. Die Nachteile der im Stand der Technik beschriebenen 
Verfahren, bei denen das Reaktionsprodukt iiber ionische Wechselwirkungen an die 
Zeiloberflache einer Wirtszelle gebunden wird, werden vemileden. Das 
erfindungsgemSlie Verfahren ist darOber hinaus sehr breit anwendbar, d. h. auf alle 
mdglichen EnzymaktivitSten und Substrate, da keine RQcksicht auf die 
Ladungsverhaltnisse des Substrats bzw. des verwendeten Wirtsorganismus 
genommen werden mOssen. 

Der Ausdruck uEnzym" bedeutet im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfmdung 
ein Polypeptid, das in der Lage ist, eine biochemische Reaktion zu katalysieren. 
Das Verfahren gem3& der vorliegenden Erfindung kann eingesetzt werden fur die 
Identifizierung von Enzymen mit Substrat-spaltender Aktivitat. Der Ausdruck 
nSubstrat-spaltend" bedeutet dabei, dass das Enzym eine Reaktion kataiysiert, durch 
die ein vbrgegebenes Substrat (Edukt) in mindestens zwei Produkte gespalten wird. 
Reaktionen, die zur Spaltung eines Edukts durch ein Enzym In mindestens zwel 
Produkte fUhren sind beispielsweise Hydrolyse, Phosphorolyse oder Ellminierung. 
Phosphorolyse Ist dabei die Spaltung einer Bindung durch Orthophosphat Hydrolyse 
bezelchnet eine Reaktton, bei der die Spaltung einer Bindung durch Wasser eriblgt, 
wobei eine OH-Gruppe in ein Produkt der Spaitungsreaktion und ein 
Wasserstoffatom in das andere Produkt inkorporiert wird. Eliminiemng bezelchnet 
eine Reaktion bei der zwei Substltuenten eines Paares benachbarter Atome in einem 
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Molekul entfemt werden. ohne dass ein Ersatz durch andere Atome oder Gruppen 
erfolgt. 

I n e i ner bevorzugten AustOhrungsform des erflndunysye ti iaften Ve ifahrens weist— 
daher das Enzym mit Substrat-spaltender Aktlvltat Hydrolase-Aktlvitat auf. d. h. es ist 
In der Lage eine Hydrolysereaktion zu katalysieren. Beispiele fiir Enzyme mit 
Hydrolase-Aktivitat sind Esterasen. Lipasen. Phosphatasen. GJucosldasen. Acylasen 
Oder Amldasen. Phosphatasen sInd Hydrolasen. durch die PhosphosSuremonoester 
z. B. von Zuckerphosphaten. Nucleosidmonophosphaten oder als tenmlnale 
Phosphatgruppe von Nukleinsauren hydrolytisch abgespalten werden. Je nach dem 
pH-Werl, in dem diese Enzyme ihre optlmale WIrksamkeit entfalten. unterscheidet 
man zwischen sauren Phosphatasen und alkalischen Phosphatasen. Glucosldasen 
sInd Hydrolasen, die glykosldisch gebundene Glukose abspalten. Amidasen 
katalysieren die hydrolytische Spaltung von Amiden. Acylasen sInd Enzyme, welche 
in der Lage sind, die Abspaltung von Acyigruppen aus elnem MolekQI zu 
katalysieren. Dazu gehbren z. B. Deacylasen, aberauch Lipasen. 
Lipasen (E.C. 3.1.1.3) sind Carboxylesterasen, die die FShlgkelt besitzen, langketBge 
Fettsaureester (> C^o) zu hydroiysieren. Esterasen (E.C. 3.1.1.1) besitzen dagegen 
die FShigkeit. Estersubstrate kurzerkettiger Fettsauren zu hydroiysieren (< 0,0). 
Hierzu gehoren zum Beispiel biotechnologisch wichtige Lipasen und Esterasen. wie 
Phospholipasen (Lederverarbeitung). Acylasen aus B. megaterium und E. coli 
(chemlsche Synthese), Lipase aus Aspergillus sp. (Prostaglandinsynthese). LlpA aus 
B. subtilis (Cephalosporinsynthese), Upase aus Candida sp. (Pyrolidinionsynthese), 
Lipase aus C. rugosa (Synthese von Ibuprofen). aus Chromobacterium (Vitamin D 
Synthese), aus M. miehei (Synthese von Ketoprofen), aus P. cepacia 
(Rapamycinsynthese), aus P. fiuorescens (Synthese von Hydantoinen) und aus 
Streptomyces sp. (Synthese von Penidllinen). 

Voizugsweise ist das Enzym mit Esteraseaktivitat abgeleitet von einer Esterase aus 
elnem prokaryontischen Organismus. vorzugsweise einem Bakterium, besonders 
bevorzugt einem Bakterium der Gattung Pseudomonas und ganz besonders 
■ bevorzugt aus der Species Pseudomonas aenjginosa. Insbesondere bevorzugt ist 
die Esterase abgeleitet von der Esterase EstA aus Pseudomonas aeruginosa. 
Beschrieben ist dieses Enzym beispielsweise in Wilhelm et al. (J. Bacteriol. 181 
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(1999), 6977-6986). Die Nukleotid- und AminosSuresequenz der EstA Esterase sind 
in Figur 4 gezelgt. 

In einer anderen bevorzugten AusfQhrungsfomn ist das Enzym mit UpaseaktivitSt 
abgeleitet von der Lipase LipA aus Bacillus subtilis (Eggert et ai., Eur.J. Biochem. 
267 (2000). 6459-6469; Van Pouderoyen et al., J. Mol. Biol. 309 (2001), 215-216; 
Eggert et al.. FEBS Lett. 502 (2001), 89-92; Eggert et al.. FEMS Microbiol. Lett. 225 
(2003). 319-324). 

Das Substrat, das in dem erfindungsgemSRen Verfahren eingesetzt wird und fUr das 
ein Enzym mit entsprechender Substrat-spaltender Aktivitat gesucht wird, kann im 
Prinzip jedes beliebige Substrat seln. das durch ein Enzym spaitbar Ist. Das Substrat 
wird in dem erfindungsgemdISen Verfahren so gewahlt. dass es durch die 
gewOnschte zu identifizierende EnzymaktlN^tat gespalten wird. Femer sollte dabei 
sicher gestellt sein. dass das Substrat lediglich der gewunschten, zu identifizierenden 
Enzymaktlvltat als Substrat dient, nicht jedoch dem gleichzeitig auf der Oberflache 
des Wirtsorganismus bereitgestellten Hllfsenzym. Vorzugsweise ist es ein Substrat, 
das durch eine durch ein Enzym katalysierte Reaktion hydrolytlsch spaitbar ist, 
besonders bevorzugt ist das Substrat ein Ester. Wird in dem Verfahren versucht. ein 
Enzym zu identifizieren, das eine Esterase oder eine Lipase ist, so ist das Substrat 
vorzugsweise ein Ester kOrzerkettiger Fettsauren (< C^q) oder ein Derivat eines 
solchen Esters bzw. ein langkettiger FettsSure ^ C^q) oder ein Derivat eines soldien 
Esters. Beisplele fOr Derivate sind z. B. halogenierte Fetts3uren. verzweigtkettige 
Fettsduren, AminosSuren oder HydroxysSuren und viele andere. 
In einer bevorzugten AusfUhmngsform des erRndungsgemd&en Verlahrens hat das 
Enzym Esterase- bzw. Upaseaktivitat und das Substrat ist ein PhenokJerlvat eines 
Esters belieblger Cart}onsauren. d. h. ein Phenolester. 

Das Substrat weist bevorzugt einen Bestandteil auf. der nach Spaltung durch die 
gewOnschte Enzymaktlvltat zu einem Produkt fQhrt, das durch das Hllfsenzym in eine 
aktivierte Form uberfuhrt werden kann, die dann mit Gruppen auf der Oberflache des 
Wirtsorganismus eine kovalente Bindung eingeht. Solche Bestandtelle sind dem 
Fachmann bekannt, z. B. aus dem US-Patent 5,196,306, und umfassen 
belspielsweise Tyramin und p-Hydroxyphenylpropionylbiocytin. Im Fall eines Esters 
kann z. B. die Alkoholkomponente nach Spaltung durch eine Esterase durch das 
Hllfsenzym in ein Radikal QberfOhrt werden. 
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In einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform des erfindungsgemaBen 
Verfahrens tragt das einzusetzende Substrat einen Bestandteil. der den Nachweis 
oinoc Pro duM g 'I"-- gnhgtra tepaitungsreaktion eriaubt. Beispjele fOr einen solchen — 
Bestandteil sind In der Molekularblologle routlnemaBig eingesetzte Marker, die einen 
Nachweis eriauben. wie z. B. Fluoreszenzmarker, Chemilumineszenzmarker. 
radioakUve Maiker, Blotin. Avidin. Streptavldin, Antlgene fOr Antikfirper. magnetische 
Partlkel Oder ein Enzym. dass zu einem nachwelsbaren Farbstoff fUhrt be! Kontakt 
mil eIner chromogenen Substanz. Derartige Marker und Ihre Verwendungen sind 
dem Fachmann bekannt und sind Im Zusammentiang mit der Identifizierung neuer 
gewQnschter Enzymaktlvitaten auch beschrleben in der US-Patentanmeldung 
20030036092. Der Bestandteil. der den Nachweis eines Produktes der 
Substratspaltungsreaktlon eriaubt. befindet sich dabel an dem Substrat an einer 
Komponente, die nach der Spaltungsreaktion durch das Hilfsenzym kovalent auf der 
OberflSche des Wirtsorganismus fixiert wird. Wird beisplelsweise ein phenolischer 
Ester ais Substrat eingesetzt und eine Peroxidase als Hilfsenzym. so kann in dem 
phenollschen Ester die AlkoholfunkBon mit eInem detektierbaren SIgnalmolekiil (In 
dem ahgefUgten BeFspTer Bfotin) verknQpft seln. Das durch Hydrdlyse des Estefs 
frelgesetzte Tyramld. das das SignalmolekQI tragt. wird durch die auf der OberflSche 
des Wirtsorganismus fixlerte Peroxidase in Gegenwart von H2O2 aktlvlert. Das 
Phenolradikal reagiert mit aromatlschen Resten auf der OberflSche des 
Wirtsorganismus und wIreJ dadurch kovalent fixiert. Die Gegenwart des mit dem 
SignalmolekQI marklerten Produktes auf der OberflSche des Wirtsorganismus kann 
dann mit dem Fachmann bekannten Detektlonsverfahren nachgewiesen warden. 
Im Fall von Biotln kann der Nachweis z. B. Ober die Bildung von Biotin/Streptavidin- 
Konjugaten erfolgen. Das Streptavidin kann beisplelsweise mit eInem 
fluoreszierendem Stoff. z. B. R-Phycoerythrin. gekoppelt sein. der den Nachweis von 
Btotin Qber die Bildung der Blotln/Streptavidin-Konjugate eriaubt. Zellen. die 
entsprechene Fluoreszenz-marklerte Konjugate auf ihrer OberflSche aufweisen. 
kSnnen durch Durchflusscytometrle. z. B. durch Fluoreszenz-aktivierte Zellsortlerung. 
Identlflzlert und Isoliert werden. 

Altemativ kann auch das Substrat selber mit felnem Fluoreszenzfarbstoff verknQpft 
werden. so dass das auf der ZelloberflSche durch das Hilfsenzym fixlerte Produkt 
fluoreszenzmarkiert ist. Auch in diesem Fall konnen die fluoreszenzmarkierten Zellen 
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durch Durchflusscytometrie, z. B. Fluoreszenz-aktivierte Zetisortierung, identifiziert 
und isoliert werden. 

Erfindungsgemau wlrd auf der Oberflache des Wirtsorganismus, der ein 
Kandidatenmolekul auf seiner Oberflache prasentlert, ein „Hilfsenzym" bereitgestellt. 
Dieses Hilfsenzym ist in der Lage, eine Realction zu l<atalysieren. welche die 
kovalenten Bindung eines Produl<tes der Spaltungsrealction an der OberflSche des 
Wirtsorganismus ermdglicht. Vorzugsweise ist das Hilfsenzym ein Enzym, das in der 
Lage ist, ein durch die Substratspaltungsreaktion fireigesetztes Produkt in eine 
aktivierte Forni zu QberfOhnen, die in der Lage ist. mit Gruppen. die auf der 
Oberflache des Wirtsorganismus vorhanden sind, eine kovalente Bindung 
einzugehen. Solche Enzyme sind dem Fachmann bekannt und umfassen 
vorzugsweise jene, die in dem US-Patent 5,196,306 beschrieben sind, dessen 
Offenbarungsgehalt hiermit durch Bezugnahme in die vorllegende AnmekJung 
Inkorporiert wlrd. Beispiele fOr Hllfsenzyme sind somit Peroxidasen, LIgasen. 
Oxkloreductasen, Transferasen und Isomerasen. Bevorzugt sind Peroxidasen, 
Oxidasen. z. B. Aminooxidasen, und Transferasen. Vorzugsweise handelt es sich bel 
dem Hilfeenzym um eine Peroxidase. Der Begriff Peroxidase bezeichnet allgemein 
Enzyme, die die Oxidation einer Verbindung mit Peroxid als Oxidationsmittel 
katalysieren. 

Es kann im Prinzip jede beliebige Peroxidase in dem erfindungsgemaHen Verfahren 
eingesetzt werden. Beispiele sind Myeoloperoxidase (ly/lcConmick et al., J. Biol. 
Chem. 273 (1998). 32030-32037; Myeoloperoxidase aus menschllchen Leukozyten 
wlrd vertrieben durch Fluka, Sigma-Aldrich), Lactoperoxidase (Heinecke, Toxicology 
177 (2002), 11-22; Ostdal et al., J. Agric. Food Chem. 48 (2000), 3939-3944; 
Lactoperoxidase aus Kuhmilch wlrd vertrieben durch Fluka. Sigma-Aldrich), 
Ribonuclease A bel Zusatz von Nlckellonen (Gill et al., Chem. Res. Toxicol. 10 
(1997), 302-309) und Peroxidase aus Meemettich (Horseradlsh-Peroxidase; HRP). 
Bevorzugt wlrd Horseradish Peroxkiase (HRP) verwendet. Sie Ist kostengUnstig zu 
erhalten (z. B. Sigma. Fluka) und hat sich fOr eine Vielzahi biochemischer 
Nachwelsreaktionen bewdhrt. 

Wie oben erwahnt. ist das Hilfsenzym vorzugsweise in der Lage. ein durch die 
Substratspaltungsreaktion freigesetztes Produkt in eine aktivierte Fonn zu 
QberfDhren, welche In der Lage Ist, eine kovalente Bindung mit Gruppen einzugehen. 
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die auf der Oberflache des Wirtsorganlsmus lokalisiert sind. Solche Gruppen auf dem 
Wirtsorganismus umfassen insbesondere aromatische Reste, wie z. B. die 
^Qit^n'-^Hon wr >» Ty,r.Qin- Tryptophan- Oder Histidinresten. Unter einer „aktivierten 
Form" wird.dabei vorzugswelse ein hochrealctives kurzlebiges Reaktionsprodukt 
verstanden. Eine aktivierte Form kann z. B. ein Radikal sein. Radikale haben den 
Vortell, dass sie sehr schnell durch WassermolekQIe deaktiviert werden, wenn sie 
nicht sofort mit MolekQIen auf der OberflSche des Wirtsorganismus reagleren. Andere 
aktivierte Formen sind die in dem US-Patent 5,196.306 beschriebenen. Denkbar ist 
z. B. auch die Verwendung eIner Aminooxidase als HIifsenzym. wenn das durch die 
Spaltungsreaktion freigesetzle Produkl eine frele Aminogruppe trSgt. Die 
Aminooxidase setzt dann die freie Aminogruppe urn zu einem Aldehyd. welches dann 
auf der Oberflache des Organlsmus mit piimaren Aminen Qber eine Schlff-Basen- 
Bildung reagiert und eine kovalente Bindung ausbiiden kann. 

In analoger Weise kSnnen auch andere Oxidasen als Hiifsenzyme eingesetzt 
werden. die ein in der Spaltungsreaktion frelgesetztes Produkt in ein Aldehyd 
QberfCihren. z. B. Galactoseoxidase, die freigesetzte Galactose zum entsprechenden 
Aldehyd umwandeit. 

Der Ausdruck „auf der Oberflache des Wirtsorganismus bereitgestelif bedeutet. dass 
das HIifsenzym an der Oberflache des Wirtsorganismus vorhanden ist. Das 
Hilfsenzym kann dabei gemaU bekannter Methoden auf der OberflSche bereitgestellt 
werden. lyflSglich ist z. B. die irreversible oder die reversible Immobilisierung des 
Hilfsenzyms auf der Oberflache des Wirtsorganismus. Eine irreversible 
Immobilisierung kann z. B. erreicht werden durch kovalente Bindung des Hilfsenzyms 
an Gruppen. die auf der OberflSche des Wirtsorganismus vorhanden sind. So ist es 
megllch. ein Hilfsenzym, Insbesondere Peroxidase, dadurch auf der OberflSche des 
Wirtsorganismus zu immobilisieren. dass eine Oxidation der Zuckerseitenketten des 
Proteins mit Natriumperiodat und Schiff-Basereaktion der so erzeugten 
Zuckeraldehyde mit auf der OberflSche des Wirtsorganismus vorhandenen primaren 
Aminogruppen durchgefQhrt wird. Ein solches Verfahren ist z. B. beschrieben In 
Hermanson (Bioconjugate Techniques (1996); Academic Press. New York). Andere 
Moglichkeiten zur Erzeugung einer kovalenten Bindung sind dem Fachmann 
bekannt. z. B. durch den Einsatz von Glutaraldehyd, m-Maleimidobenzoyl-N- 
Hydroxysuccinimidester, Carbodiimide oder bis-diazotiertes Benzidin. Beschrieben 
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sind dlese und andere Verfahren zur Erzeugung kovalenter Bindungen in „Cross- 
linklng techniques" (Baunnert und Fasold, l\4etiiods Enzymol. 172 (t989), 584-60a). 
Moglich ist aucii die Bindung des l-iilfsenzyms an die Oberfiache des 
Wirtsorganismus in Fonn eines Konjugates aus Hilfsenzym und Rezeptor, wobei der 
Rezeptor in der Lage ist ein ly^olelcQI zu binden. das auf der OberflSche des 
Wirtsorganismus voricommt. Ein Beispiel fOr einen solchen Rezeptor ist ein 
AntilcSrper, der eine Strulctur, z. B. ein Protein, auf der OberfiSclie des 
Wirtsorganismus eri<ennt Dies icann z. B. ein Konjugat aus dem Hilfsenzym und 
einem anti-E. coli Antilcdrper sein, welcher Lipopolysaccharide auf der ZelloberflSche 
erl<ennt. Solche Konjugate sind Icommerziell erhaitlicli. z. B. bei l\/lalne Biotectinology 
Services Inc.. Eine andere Moglichkeit ist ein Konjugat aus einem, zuckerbindenden 
Lektin und einem Hilfsenzym (slehe z. B. Appukuttan et al., Biochem. Biophys. 37 
(2000), 77-80). Eine weltere IVISglichkelt, das Hiifeenzym auf der Oberflache des 
Wirtsorganismus zur VerfOgung zu stellen besteht darin, dass es von dem 
Wirtsoirianlsmus exprimiert wird und zwar derart, dass es auf der OberflSche des 
Wirtsorganismus pr§sentiert wird. Verfahren, mit denen dies erreicht werden kann. 
sind dem Fachmann t)ekannt und Mrerden weiter unten im Zusammentiang mif 66f 
Expression der Kandidatenpoiypeptide ausfOhriich beschrieben. 

In einer besonders bevorzugten AusfOhrungsform des erfindungsgemallen 
Verfahrens, Ist das zu identifizierende Enzym eine Esterase, das Hilfsenzym eine 
Peroxidase und das Substrat Ist ein Phenolderivat eines Esters beliebiger 
Carbonsauren, d. h. ein Phenolester. Solche Phenolester tragen eine funktionelle 
Gruppe, die den Nachweis der Deposition des Produktes der Esteraseaktivitat auf 
der Oberfiache des Wirtsorganismus erm6glichen. Dabei wird von der bekannten 
Tatsache Gebrauch gemacht, dass Derivate von Phenol durch Peroxidase in 
Gegenwart von H2O2 durch Bildung eines phenolischen Radikals aktiviert werden, 
welches mit elektronenreichen Gruppen anderer MolekQIe. wie z. B. Tyrosin Oder 
Tryptophanresten, kovalente Addukte bilden. Diese Eigenschaft wurde 
. beispieisweise ausgenutzt, um PrSparate immunhistodiemisch zu fdrben (Van 
Gijiswijk etal., J. Immunol. l\^ethods. 189 (1996) 117-127; Bobrow et al., J. Immunol. 
Methods 125 (1989), 279-285 ; US Patente 6.593,100, 5.731,158 und 5,196,306 ; 
EP1 129214). Dabei wird Peroxidase mit einem Rezeptor (z. B. einem Antikdrper) 
konjugiert und diese damit Qber die Rezeptorbindung selektiv platziert. Nicht 
gebundenes Konjugat wird abgewaschen. Dann wird ein phenoiisches 
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SubstratmolekQI zugesetzt. welches mit einem Signalmolekul. z. B. mit Biotin. 
verknOpft 1st. Aufgrund der geringen Lebensdauer des durch Peroxidase aktivierten 
_S»bstrates-Peagi ert d i e se s in der Nahe jte s Ortes seiner Bildung ab und fixiert das 



Bfotin kovalent an unmitlelbar benachbarten funktionellen Gruppen (Figur 2). Der 
Phenolester selber ist kein SubstratfQr die Peroxidase. Somit kann keine Aktivierung 
des Phenolesters durch die Peroxidase und Deposition auf der Oberfl§che des 
Wirtsorganismus erfolgen. Nur wenn durch die auf der Oberflache des 
Wirtsorganismus pSsentierte Enzymaktivitat die SSurefunktlon abgespalten wird und 
die freie phenolische Komponente vorliegt. ist eine kovalente Bindung der 
phenollschen Komponente, d. h. eines Reaktionsproduktes der Enzymaktivitat. auf 
des Oberflache des Wirtsorganismus mSglich. 

Wie bereits oben beschrieben. kann das Substrat (insbesondere der Teil. der nach 
der Spaltungsreaktion als Produkt durch das Hllfsenzym auf der Oberflache des 
Wirtsorganismus fixiert wird) mit einem MarkennoIekQI versehen sein. das den 
Nachweis des Produkts auf der Oberflache eriaubt. So kann der Phenolester 
belspielswe.se mit Biotin gekoppelt sein. in der Art. dass das Biotin am Phenolrest 
hangt Die Biotin-gekoppelte auf der Oberflache des Wirtsorganismus fixierte 
Phenolkomponente kann dann mit dem Fachmann bekannten Nachweisverfahren fOr 
Biotin detektiert werden. !VI6glich ist auch. an den Phenolrest des Phenolesters einen 
Fluoreszenzfarbstoff zu koppeln. der dann den direkten Nachweis eriaubt bzw. die 
Isolierung von Wirtsoiganismen. auf deren Oberflache die fluoreszenzmarkierte 
Phenylkomponente fixiert ist. Im Fall von Zellen kommt hier die Durchflusscytometrie. 
z. B. Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung. in Frage. Werden als Wirtsorganismen 
Phagen eingesetzt. kann deren Nachweis. bzw. Anreicherung und Isolierung. z. B. 
durch die Adsorptfon an mit einem entsprechenden RezeptorniolekOI beschichteten 
Oberfiachen en^lcht. Als Oberflachen kommen hier beispielsweise 
Plastlkoberfiachen (z. B. Mikrotlterplatten) oder magnetische Partikel in Betracht. 
Eine ganglge Methode ist der Nachweis Qber Biotin oder Digoxigenin. wobei die 
Starke Bindung von Biotin an Strepavldin bzw. von Digoxigenin an eInen Dioxigenin- 
Antlk5rper ausgenutzt wird. 

Wird in dem erfindungsgemaRen Verfahren als Hilfsenzym eine Peroxidase 
eingesetzt. so enthalt das Medium, in dem die Wirtsorganismen zur Zeit des 
inkontaktbringens mit dem Substrat vorliegen. H^O^. das fOr die enzymatische 
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Reaktion der Peroxidase notwendig ist. Die Konzentration an H2O2 wird dabel so 
eingestellt, dass si& fur die Wirtsorganismen nicht toxisch ist. Geeignete 
Kon2:entrationen liegen vorzugsweise im Bereich von 0,00005% (v/v) bis 0,005% 
(v/v), bevorzugt im Bereich von 0,000075% (v/v) bis 0,004% (v/v), besonders 
bevorzugt im Bereich von 0,00009% (v/v) bis 0,003% (v/v). Ganz besonders 
bevorzugt iiegt die Konzentration im Bereich von 0,0001% (v/v) bis 0,001% (v/v). 

Beschriebene Verfahren zur H2O2 vermittelten kovalenten Deposition von 
phenolischen Komponenten wurde bisher nur zur immunhistochemischen Farbung 
von fixiertem Zellmaterial, jedoch nicht mit lebenden Zellen Oder anderen 
Organismen eingesetzt, da IH2O2 ein starkes Zellgift Ist und es zu enA/arten war, dass 
die fOr eine Peroxidase-Reaktion eingesetzte H202-Konzentration mit dem Oberleben 
der Zellen nicht vereinbaren ist. Oberraschenderweise .wurde gefunden, dass die 
Konzentration an H2O2 so weit eingestellt werden kann, dass sie zum einem nicht 
zum Zelltod fUhrt, zum anderen aber noch eine effiziente Deposition des 
phenolischen /Mkohols auf der Zelloberflache zulasst Es wurde gezeigt, dass dieses 
Verfahren erfoigreich angewendet werden kann» um. durch die. siraultane 
Zelloberflachenexposition von Enzym (Esterase) und Hilfsenzym (Peroxidase) und 
den Einsatz von Phenolestem als Substrate, lebende Zellen mit der gewunschten 
Esteraseaktivitat selektlv zu markieren und durch iterative Runden von Isolierung 
markierter Zellen, Vermehrung der isolierten markierten Zellen und emeute 
Markierung und Isolierung, Zellen mit der gewUnschten Enzymaktivitat aus einer 
Population von Zellen ohne En2ymdktivitat zu tsolieren. 

Bei den In dem erfindungsgema&en Verfahren verwendeten Wirtsorganismen kann 
es sich um jede Art von Wirtsorganismen handein, die fur die Prasentation der 
Kandidatenpolypeptide auf ihrer Oberflache geeignet sind. Als Wirtsorganlsmus 
konimt im Prinzip jeder Organismus in Frage, der in der Lage ist, genetische 
Information zu tragen, sie zu exprimieren und sich zu replizieren. So umfasst der 
Begriff ^Organismus*" jede Art von Zellen, aber auch VIren und Phagen. In einer 
bevorzugten Ausfuhrungsform sind die Wirtsorganismen Zellen oder Phagen. 
Wenn die Wirtsorganismen Zellen sind, so kann es sich um eukaryontische oder um 
prokaryontische Zellen handein. Vorzugsweise sind die Wirtszellen prokaryontische 
Organismen, besonders bevorzugt Bakterien. Hierbei bevorzugt sind gram-negative 
Bakterien und unter diesen sind besonders bevorzugt Wirtszellen der Art E. colL 
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Bei dem erfindungsgemSlien Verfahren werden Wlrtsorganismen eingesetzt. die die 
Kandidatenpolypeptide derart exprimieren. dass sle von den Wirtsorganismen auf 
dorpn riK^rnaoho pracAnti^rt werden. Dem Fachmahn ist eine Vielzahl v on Verfahren 
bekannt. eine Oberflachenexposition elnes Proteins auf einem Wirtsorganismus zu 
erreichen. Derarlige Verfahren sind z. B. bekannt unter den Begriffen .Phage displa/ 
und .Microbial display". Die Exposition auf der Oberfiache beruht zumeist darauf. 
dass durch Anwendung geelgneter gentechnischer Methoden eine Enzymvariante 
auf der OberflSche des Wirtsorganismus in kovalenter VerknOpfung mit einer 
Komponente der Oberfl§che bereltgestellt wird. Bei Venwendung von Baklerien als 
Wirtsorganismen wird dies z.B. dadurch erreicht. dass das Gen, welches fOr das 
Enzym kodiert. das in Hinblick auf seine Eigenschaflen optimiert werden soli, 
operatlv mit der kodierenden Sequenz fur ein Protein der auBeren Membran elnes 
mikrobielien Produzenten verknOpft ist, so dass ein Fusionsprotein gebiidet wird. 
welches in der auBeren Membran des Bakteriums verankert ist und die verknQpfte 
ProtelndomSne auf der AuBenseite der auBeren Membran exponiert. Als 
Membranverankerungsdomane wurde unter anderem ein Fragment des £. coli 
OmpA Proteins {Francisco ef a/.. Proc. Natl. Acad. Scr. USA 90 (1993). 10444- 
10448). ein Escherichia co// AdhSsIn (Maurer et aL, J. Bacteriol. 179 (1997). 794-804) 
Oder das IntlmIn aus enteropathogenen E. coli (Wentzel et aL, J. Bacteriol. 183 
(2001). 7273-7284) eingesetzt. Verfahren zur PrSsentatton von Proteinen auf der 
Oberfiache von £. coli durch die PrSsentatlon als Fuslonsprotelne mit Porinen der 
auBeren Membran von E. coli wurden insbesondere beschrieben in Lang (Int. J. Med. 
Microbiol. 290 (2000), 579-585), Francisco et ai. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89 
(1992). 2713-2717) und Wentzel et al. (J. Biol. Chem. 274 (1999), 21037-21043). Die 
Prasentation als Fusionsprotein mit einem zelluiaren Appendix (Fimbrium) wurde z. 
B. besclirieben in Westerlund-Wikstrom et al. (Protein Eng. 10 (1997), 1319-1326), 
Westerlund-Wikstrom (Int. J. Med. Microbiol. 290 (2000). 223-230). Kjaergaard et al. 
(Appl. Environ. Microbiol. 67 (2001). 5467-5473) und Schembri et al. (FEMS 
Microbiol. Lett. 170 (1999). 363-371). Die Prasentation als Fusionsprotein mit einem 
Autotransportprotein der auBeren Membran ist z. B. beschrieben in Wauser et ai. 
(EMBO J. 11 (1992), 2327-2335) und Maurer (J. Bacteriol. 179 (1997). 794-804). 
Beschrieben wurden berelts auch Verfahren zur Prasentation von Polypeptiden auf 
der Oberflache anderer Mlkroorganismen als E. coli. So beschreiben z. B. Jung et al. 
(Nat Biotechnol. 16 (1998). 576-580) und Kim et al. (Appl. Environ. Microbiol. 66 
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(2000), 788-793) die Zelloberflachenprdsentation von Polypeptiden auf der 
Oberflache von Pseudomonas syringae durch Fusion an das Eisnucleationsproteln. 
Ebenso wurden bereits Verfahren zur Oberflachenprasentation von Polypeptiden in 
Bacillus subtllis (Hansson et al.. Comb. Chem. High Throughput Screen. 4 (2001), 
171>184) und in Staphylococcen (Lehtio et ai.. FEMS Microbiol. Lett. 195 (2001). 
197-204) beschrleben. Auch Verfahren zur Oberfl3chenpr§sentation von 
Polypeptiden auf eukaryontischen Zellen sind bereits bekannt, z. B. fur 
Saccharomyces cerevlsia (Boder und Wittrup. Nat. Biotechnol. 15 (1997). 553-557; 
Boder und Wittrup, Methods Enzymol. 328 (2000). 430-444). 

Bevorzugte Verfahren zur Expression von Kandldatenpoiypeptiden, die zur 
Prasentation der Polypeptide auf der Oberflache von Zellen fUhren, sInd dem 
Fachmann insbesondere bekannt aus der US-Patentanmeldung 20030036092 und 
aus Olsen et al. (Nature Biotechnology 18 (2000). 1071-1074). 

Auch die Prasentation von Polypeptiden auf der OberflSdie von Phagen, das 
sogenannte Phagedispiay. ist bereits ausfQhrllchen beschrleben und wird vielfach 
angewandt (slehe z. B. Miyakubo et al. (Nucleic Acids Symp. Ser. 44 (2000), 165- 
166). Widersten et al. (Math. Enzymol. 328 (2000). 389-404). Widersten und 
Mannervik (J. Mot. Biol. 250 (1995). 115-122). Kom et al. (Biol. Chem. 381 (2000). 
179-181) und Droge et al. (J. Biotechnol. 101 (2003). 1 9-28)). 

Das erfindungsgemS&e Verfahren dient der Identifizierung von Enzymen mit einer 
gewQnschten Substrat-spaltenden Aktivitat. Es baut Verfahren auf, die im Stand der 
Technik bekannt sind. in denen Enzyme mit gewQnschten Aktlvi^ten dadurch 
klentifiziert werden. dass In Wirtsorganismen eine gm&e Anzahi verschiedener 
Kandidatenpolypeptide exprimiert werden und die Wirtsorganismen ermlttelt werden, 
die die gewQnschte EnzymaktivitSt exprimieren. Die Herstellung von solchen 
Wirtsoiganlsmen erfolgt in der Regel durch die Bereitstellung von DNA-Bibiiofheken. 
die fOr eine Vielzahl von Polypeptiden codieren und die Einbringung in 
entsprechende Wirtsorganismen. Die DNA-Bibliotheken kSnnen, z. B. hergestelit 
werden durch die in-vitro Mutagenese eines Ausgangsgens, welches fOr ein 
bestimmtes Enzym codiert Durch die IVIutagenese werden Varianten des Enzyms 
erzeugt. die dann nach Expression in den Wirtsorganismen auf ihre enzymatischen 
Eigenschaften hin getestet bzw. selektionlert werden kdnnen. Geeignete Methoden 
zur in-vitro Mutagenese und zur Herstellung geeigneter Wirtsorganismen sind dem 



Fachmann bekannt und sind z. B. ausfuhrlich beschrieben in der US- 
Patentanmeldung US 20030036092. Sie umfassen z. B. die chemische Mutagenese. 
— -insbes ondere von i s oliertpr DNA. Gena mplifikati Pn durch „Error prone" PGR und — 
Oligonukleotid-Mutagenese. Weitere M6glichkelten sind die Ligation von 
randomislerten Genabschnitten (Kassetlenmutagenese). Gene Shuffling, in vivo 
Mutagenese mit mutagenen Agenzien und die Venwendung von E. coll- 
Mutatorstammen. Erfindungsgemaii wird somit in den Wirlsorganismen eine 
Bibliothek exprimlert. wobei diese Bibliothek eine Vielzahl von 
Kandidatenpolypeptiden kodiert. 

Die Identiflzierung der Wirtsorganlsmen in Schritt (b) des Verfahrens kann nach dem 
Fachmann bekannten l^ethoden erfblgen wie sie z. B. beschrieben sind in der US- 
Patentanmeldung 20030036092. Fails das durch die Substratspaltungsreaktion 
hergestellte Produkt von sich aus ein Produkt isl, dass einem direklen oder indirekten 
Nachwels zugSnglich 1st. so ist die Venwendung eines MarkemnolekQIs nicht 
unbedingt notwendig. Wie oben eriSutert, wird in dem erfindungsgemSBen Verfahren 
jedoch vorzugsweise ein Substrat venwendet. das mrt einem MarkenmolekUl 
gekoppelt ist. das einen Nachweis des auf der Oberflache des Wirtsoiganismus 
gebundenen Produkts eriaubL Beispiele fOr solche Marker sind oben genannt und 
umfassen Biotin oder Fluoreszenzfarbstoffe. 

Neben der Identiflzierung der Produkt-tragenden Wirtsorganlsmen k5nnen derartlge 
Marker auch die Isolierung dieser Organismen eriauben. Bevorzugt wird die 
Isolleoing ausgefuhrt wie in der US-Patentanmeldung 20030036092 beschrieben. Im 
Fall von Fluoreszenzfarbstoffen. die direkt an das Produkt gekoppelt sind. kSnnen 
Zellen. die ein derart marklertes Produkt auf ihrer Oberflache tragen durch 
Durchflusscytometrie. z. B. Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung, isoliert werden. 
Dasselbe Verfahren kann angewendet werden. wenn der an das Produkt gekoppelte 
Marker mIt einem anderen Stoff konjuglert wird. der selber fluoresziert oder mit einem 
Fluoreszenzmarker gekoppelt Ist. Ein Belsplel hierfQr Ist die MSglichkeit. Biotin als 
Marker an dem Produkt zu haben und das Biotin nachzuweisen durch Streptavidin. 
an das ein Fluoreszenzmarker gekoppelt ist Im Fall der Venvendung von Phagen 
kommt z. B. eine Isolierung Ober Oberfiachen in Frage. die einen Rezeptor fOr das 
verwendete MarkemiolekQI tragen. wie bereits oben beschrieben wurde. 
Eine andere Mogiichkeit zur Isolierung der Wirtsorganismen. die (marklertes) Produkt 
an ihrer Oberflache gebunden haben, ist die magnetische (Zell-)Sortierung. HierfQr 
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werden die Wirtsorganismen mit magnetlschen Partikein In Beruhrung gebracht, die 
auf ihrer Oberflache ein Molekul tragen, das das auf der Oberflache des 
Wirtsorganismus fixierte Produkt bzw. den an dieses gekoppelten Marker bindet. So 
konnen z. B. solche magnetische Partikel auf ihrer Oberflache ein Biotin-bindendes 
MolekQI tragen (z. B. Streptavidin) und wQrden dann Organismen binden, die auf 
ihrer Oberflache ein mit Biotin gekoppeltes Produkt tragen. 

Es besteht die Moglichkeit, nach einer ersten (Zell-)Sortierung die isolierten 
Zellen/Organismen zu vermehren, emeut mit Substrat In BerOhrung zu bringen und 
emeut einer (Zell*)Sortierung zu unterziehen. Diese Vorgange konnen mehrmafs 
wiederholt werden, urn eine Anreicherung der gewQnschten Zellen/Organismen zu 
erhalten. 

Das erflndungsgemaRe Verfahren fuhrt im Schritt (b) zur Identiflzierung von 
Wirtsorganismen, bei denen das Produkt der Substrat-spaltenden Aktivitat auf der 
Oberflache fixiert ist und die daher voraussichtlich die gewQnschte Enzymaktlvitat 
exprimieren. Ausgehend von derart identifizierten Organismen kann das 
erfindungsgemaiie Verfahren wiederholt angewendet werden. 

Oazu wird die in den identifizierten Wirtsorganismen enthaltene DNA-Sequenz, die 
die En^maktivitdt kodiert, als Ausgangspunkt fOr die Erzeugung einer neuen 
Bibliothek verwendet, die eine Vielzahl von Kandidatenpolypeptiden kodiert. Dies 
kann durch dem Fachmahn bekannte Mutageneseverfahren erfolgen, wie sie schon 
oben genannt wurden. Wirtsorganismen. die diese Bibliothek exprimieren werden 
dann wiedemm in dem erfindungsgemSKen Verfahren eingesetzt. 

Die vorliegende Erfindung betrifFt auch Wirtsorganismen, die ein 
Kandidatenpolypeptid (Enzym) derart exprimieren, dass es auf der Oberflache des 
Wirtsorganismus prasentlert wird, und die gleichzeitig auf ihrer Oberflache ein 
IHilfsenzym tragen, welches in der Lage ist, eine Reaktion zu katalysieren, die die 
Ausbildung einer kovalenten Bindung ermdglicht zwischen der OberflSche des 
Wirtsorganismus und einem Produkt einer Substratspaltungsreaktion, die von dem 
Kandidatenpolypeptid katalysiert wird. Fur die bevorzugten Ausfuhrungsformen der 
Wirtsorganismen, Kandidatenpoiypeptide (Enzyme), Hilfsenzyme etc. gilt dasselbe, 
was oben bereits in Zusammenhang mit dem erfindungsgemaflen Verfahren gesagt 
wurde. 
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Der Offenbarungsgehalt der im Zusammenhang mit der Beschrelbung der Erfindung 
genannten Dokumente wird hiermit durch Bezugnahme in die voriiegende 
Anm eldu n g i nkorporiert ■ — 



Die folgenden Beispiele dienen der Eriauterung und lllustrierung der Erfindung. Die 
Erfindung ist jedoch nicht auf die in den Beispielen gezeigten Ausftlhrungsfonnen 
beschrankt. sondem betrifft alle oben erl§uterten mSglichen AusfQhrungsfomien. 
Figur 1: Schematische Darstellung des erflndungsgemaBen Verfahrens am 
Beispiei der Isolierung von Zellen mit Esteraseaktiviet durch kovalente 
Deposition des HydrolyseproduWs auf der ZeiloberflSche. Im Uhrzeigersinn: 
Venwendung elner BIbliothek von £ co// Zellen. welche zufallsmaBIg varilerte 
Esterasegene tragen. Nach Induktion der Genexpresslon wlrd die Esterase auf der 
Zelloberfiache prSsentiert. Es wird dann das Hilfeenzym Peroxidase auf der 
Oberflache der Bakterien fixiert. H\ch\ gebundenes Enzym wird durch Zentrifiigation 
der Bakterien und Venwerfen des Oberstandes entfemt. Dann wlrd ein Ester-Substrat 
zugegeben. welches ein phenolischer Ester Ist, bei dem die Alkoholfunkflon mit 
einem detektierbaren Signalmolekul (tiier Biotin) verkniipft ist. Das durch Hydrolyse 
des Esters freigesetzte Biotintyramid (in Figur 1 mit einem Dreieck schematisch 
bezeichnet) wirxJ durch die Zelloberflachen-fixierte Peroxidase in Gegenwart von 
H2O2 aktlvierl. Das Phenolradikal reagiert mit aromatischen Resten auf der 
Zellobertiache und wild dadurch kovalent fixiert. Nicht abreagierte SubstratmoIekQIe 
werden durch Zentrifugation und Waschen der Zellen entfemt. Das 
oberflachenfixierte SlgnalmolekOI kann direkt nachgewlesen werden. wenn es ein 
Fluoreszenzfari^sloff Ist oder Indlrekt nachgewlesen werden. wie hier am Beispiei der 
Deposition von Biotin und dessen Nachwels durch Streptavidin. R-Phycoerythrin 
Konjugat gezeigt. Damit erfolgt eine Kopplung der Esteraseaktlvitat der Zelle mit 
einem detektierbaren Zelloberfiachenslgnal. welches die Isoliemng elner Esterase- 
aktiven Zelle aus elner Population von Zellen. z.B. durch Anwendung von 
DurchfluBzytomelrie oder magnetischer Zellsortierung emioglicht. 
Figur 2: TSA-Reaktion (Tyramid Signal Amplifikation). Peroxidase-vemiittelte 
kovalente Kopplung von Biotln-Tyramid mit einem Tyrosylrest eines Proteins. Ein 
BiotinmolekQI. welches mit einem Phenol-Derivat verknQpft Ist. wird durch Peroxidase 
in Gegenwart von H2O2 durch Bildung eines Phenylradlkals aktiviert. Dieses Radikal 
reagiert. da es sehr kurzlebig ist. in der N§he seines Entstehungsortes mit 
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aromatischen Resten ab. Damit wird eine kovalente Fixiemng des dektekierbaren 
Signals - hier Biotin - erreicht. 

Figur 3: Struktur von LC-LC-Biotin-Tyramld Octansaureester Dieser Ester kann 
als SubstratmolekQI fur eIne Esterase eingesetzt werden. Das freigesetzte Biotin- 
tyramid kann dann durcii Peroxidase In Gegenwart von H2O2 aktiviert werden. 

Figur 4: Nukleotidsequenz und abgeleitete Aminosauresequenz des Esterase 
Gens BstA aus Pseudomonas aeruginosa (aus Wiliielm et aK, J. BacterioL 181 
(1999)» 6977-6986) . Die kodierende Aminosauresequenz beginnt bei Base 308. Die 
putative Signalsequenz ist durch einen Pfeil liervorgelioben. 

Figur 5: Zelioberflachenprasentation von EstA. Zum Nachweis der 
ZelloberflSclien-exposition von EstA wurden induzierte E. coli Zellen, die das estA 
Gen unter /ao-Promotorkontrolie exprimieren. mit anti-EstA Antikorper inkubiert und 
mit einem biotinylierten zweiten Anktikorper und Streptavidin, Piiycoerytlirin-Konjugat 
angefarbt. Die Immunfluoreszenz der Zellen wurde in einem Zeiss Axioskop (Filter 
15) analysiert. Links: Fluoreszenz; reclits: Durchiichtaufhahme. 

Figur 6: Esterase-vermittelte Deposition von Biotin auf der Oberfiaclie von E. 
coli Zellen. Induzierte E. coli Zellen, die auf ihrer Oberfiache sowohl Peroxidase, als 
auch EstA tragen (E. coli pBBX+) und gleich behandelte Kontrollzellen, die kein estA- 
Gen enthalten (pBBRIMCS). wurden mit dem Substrat Octansaure-Biotin-LC-LC- 
Tyramldester (Figur 3) in Gegenwart von 0,001 % H2O2 inkubiert. Als Kontrolie 
dienten Zellen des gleichen E. coll Stammes, die kein es£A-Gen tragen. Die Zellen 
wurden nach 15-minutiger Inkubation in PBS-PufFer gewaschen und mit Streptavidin, 
Phycoerytlirin-Konjugat angefdrbt Die Immunfluoreszenz der Zellen wurde in einem 
Zeiss Axioskop (Filter 15) analysiert. Links: Fluoreszenzmikroskopie; rechts: 
Durchlichtmikroskopie. 

Figur 7: Isolierung von E. coli Zellen mit Esterase-Aktlvitat aus einer Mischung 
mit EstA-negatlven Zellen 

Zur Oberprufung der Anreicherung durch magnetische Sortlerung von Zellen, welche 
EstA-Aktivitat zeigen, wurden Induzierte Zellen jeder Selektionsrunde auf ihre 
Esteraseaktivitat hin uberpriift. Als hydrolysierbares Standardsubstrat diente p- 
Nitrophenylcaprylat. Wahrend das Ausgangsgemisch keine Esteraseaktivitat zeigt, ist 
nach der ersten Selektionsrunde bereits eine leicht erhdhte Substrathydrolyse zu 
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erkennen. Diese ist nach der zweiten Selelctionsrunde bereits fast auf dem Niveau 
einer entsprechenden Probe induzierter pBBX+ TransfonT>anten von E. eoli JiVI109. 



Beispiel 1: 

Herstellung von E. coli Zellen. die Esterase auf ihrer Zelloberfiache 
prasentieren 

Ms Beispiel wurde die Esterase EstA aus Pseudomonas aeruginosa eingesetzt 
(Wilhelm et al.. J. Bacfeno/. 181 (1999). 6977-6986). EstA ist eine Esterase aus 
Pseudomonas aewginosa, welche aus einer aminotemiinalen ZellobemSchen- 
exponierten EnzymdomSne und einer l\/lembrananl<erdomane besteht. welche in der 
auSeren IVIembran lokalisiert ist und elne Translokation dsr aminotemilnaien DomSne 
durch die auBere Membran vermltlelt. Die Nukleotid- und AminosSuresequenz von 
EstA ist in Figur 4 gezeigt. 

Die codierende Sequenz von EstA (Figur 4) wurde in den Vektor PBBX+ (Wilhelm et 
al.. loo. cit.) eingefOhrt und dadurch unter Kontrolle des lac Promoters gebracht. Nach 
Transfomiation des E. coli Stammes Jm09 (Stratagene) wurden £ coli Zeilen 
erhalten. die in der Lege waren, das Esterasesubstrat Octansaure-p-Nitrophenylester 
zu hydrolysieren (Wilhelm et al.. loc. cit.). Die Zelloberfl§chenprasentation von EstA 
wurde durch Immunfluoreszenzfarbung der Zellen durch successive Inkubation mit 
antl-EstA AntikOrper (aus Kaninchen). einem biotinylierten antl-Kanlnchen-Antikorper 
und Streptavidin. Phycoerythrin Konjugat nachgewiesen. So behandelte Zellen 
zeigten bei Analyse im Fluoreszenzmikroskop (Zeiss Axioskop. Filter 15) elne rote 
Fluoreszenz (Figur 5). 

Beispiel 2: 

Kopplung von Horseradish Peroxidase (HRP) auf der Oberfflache von E. coli 
Zellen 

10 pi Natriumperiodatl5sung (0.088 M) wurden zu 100 \i\ Horseradish Peroxidase (10 
mg/ml) gegeben. Der Ansatz wurde 1h bei Raumtemperatur Im Dunkein geschQttelt. 
Dann wurde das Enzym durch Gelf.ltration Dber eine Sephadex G25 SSule vom 
Oberschuli an Natriumperiodat abgetrennt. in 2ml PBS Puffer verdQnnt und bei - 
20"'C gelagert. 

Beispiel 3: . ' 

Synthese des EstArSubstrates LC-LC-Blotin-Tyramid OctansSureester 
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Das EstA Substrat (Figur 3) wurde aus LC-LC-Biotin-TyramId durch Umsetzung von 
0,2 mg (1,17 jjmol) Octanoylchlorid mit 0,34 mg (0,57 praol) LC-LC-Biotin-Tyramld 
(Pierce) in 0,2 ml Pyridin hergestelit. Nach 60-minQtiger Inkubation bei 
Raumtemperatur wurde der Reaktionsansatz lyophiiisiert und in 0,1 ml 
DimethyHbrmamld aufgenommen. 

Beisplel 4: 

Esterase-vemnitteite Deposition von Biotin auf der Oberflache von E. coli Zellen 

E, coli Jiyfl109 Zellen. welche das Plasmid pBBX+ tmgen, wurde bei einer optischen 
Dichte von 0,4 mit IPTG (Endkonzentratlon ImM) zur Induktion der Expression des 
es^A Gens versetzt und 60 Minuten bei 37^0 inkubiert Als Kontrolle wurden E. coli 
JM109 Zellen verwendet, die kein es^A-Gen enthalten. 500 pi der Kulturen beider 
Zelltypen wurden abzentrifuglert, mit oxidierter Peroxidase gekoppelt, anschlieBend 
drelmal mit je 500 pi PBS gewaschen und in 500 pi 100 mM Kaliumphosphatpuffer, 
welcher 0,0029 pmol Biotin-LC-LC-Tyramid-Octansaureester sowie 0,001 % H2O2 
enthielt fiir 15 min inkubiert. Die Zellen wurden abzentrifuglert und in 10 pi PBS. 
welches 1 pi Streptavldin, -R-Phycoerythrin Konjugat (Molecular Probes) enthielt 
resuspendiert. Nach 5 minCitlger Inkubation wurden die Zellen abzentrifuglert und der 
Oberstand wurde venrt^orfen. Die Zellen wurden in 500 pi PBS-Puffer gewaschen. 
Dann wurde ein Aliquot im Fluoreszenzmikroskop (Zeiss Axioskop, Filter 15) 
analysiert. Eine Deposition von Biotin-Tyramid war nur bei den Zellen mit EstA- 
Aktivitat nachzuweisen (Figur 6). 

Beisplel 5: 

Isoiierung von Zellen mit Esterase-Aktivitat aus einer 1:10^ Mischung mit 
Esterase-negativen Zellen 

Um zu QberprOfen, ob es mdglich ist Zellen mit Esterase-Aktivitdt aus einer 
Sammlung von Zellen ohne Esterase-Aktivitat zu isoiieren, wurden mit IPTG 
induzierte E. coXr JM109 Zellen. die das Plasmid pBBRIMCS enthalten, welches kein 
estA-Gen umfasst. und JM109 Zellen, welche das Plasmid pBBX+ enthalten, 
welches ein estA-Gen enthSlt. im Verhaltnis 10^:1 gemischt. Das 1:10®-Gemisch 
wurde anschlleliend wie oben beschrieben mit dem Biotin-LC-LC-Tyramid- 
Octansaureester markiert. Eingesetzt wurden emeut 0,0029 pmol Substrat in 500 pi 
Kaliumphosphatpuffer. Die Inkubationszelt betrug wiederum 15 min. Dann wurden 
die Zellen abzentrifuglert und dreimal mit 500 pi PBS-Puffer gewaschen. Dann wurde 
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zu 200 pi der Zellsuspension 20 pi Streptavidin-beschichtete paramagnetlschen 
Beads (Miltenyi Biotech. Bergisch Gladbach) gegeben. Nach 15 minOtiger Inkubation 
.,,,,,,,den_dfe-ZelleD^ dreimal mit je 500 pi PBS gewaschen. Die 

Zellen wurden in 500 ul PBS resuspendiert. Die Suspension wurde anscJiI.eflend 
durch eine mit Eisenkugeln gefQIlte und in ein starkes Magnetfeld eingebrachte SSuie 
Midil^acs. ly/litenyi Biotech Bergisch Gladbach) passaglert. Die Saule wurde dre.mal 
mit je 2 ml PBS-Puffer gewaschen. In der SSule zurtickgehaltene Zellen wurde nach 
Entfemen aus dem Magnetfeld mit 2 ml PBS^-uffer eluiert. Die Zellen wurden auf 
Selektlvplatten plattiert und Qber Nacht vemiehrL Am nSchsten Tag wurden die 
Zellen abgeschwammt und der Prozess wiederholt. 

Nach einer jeden Selektionsrunde wurden die sortierten Zellen mit je 2 ml dYT von 
den Platlen abgeemtet und neu angezogen. Dazu wurden jewells 50 pi geerntete 
Zellen in 50 ml dYT-Cm^^ Inokuliert. Nach Induktion der Kultur erfolgte die nachste 
Markierungs- und Sorlierungsrunde. Auf diese We.se wurden drei Selektionsrunden 
durchgefQhrt 

Zur OberprOfung^er Anreichemngen wurden induzierte Zellen jeder Selektionsrunde 
auf ihre Esteraseaktivitat hin uberprOft. Als hydrolysierbares Standardsubstrat diente 
p-Nitrophenylcaprylat Wahrend das Ausgangsgemisch keine Esteraseaktivitat zeigt. 
ist nach der ersten Seleklionrunde bereits eine leicht erhOhte Substrathydrolyse zu 
erkennen. Diese Ist nach der zweiten Selektionsrunden bereits fast auf dem Niveau 
einer entsprechenden Probe induzierter pBBX+ Transfomianten von E. coli JM109. 
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Patentanspruche 
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Verfahren zur Identlfizierung eines Enzyms mit einer ge\AAjnschten Substrat- 
spaltenden Aktivitat, wobet eine Bibliothek, die eine Vielzahl verschiedener 
Kandidatenpolypeptide kodiert, derart von geeigneten Wirtsorganismen 
exprimiert wird, dass die Kandidatenpolypeptide auf der OberflSche der 
Wirtsorganismen prSsentiert werden und die Wirtsorganismen mit dem zu 
spaltenden Substrat in Kontakt gebraciit werden, dadurch gekennzeichnet, 
dass 

(a) auf der Oberflache der Wirtsorganismen ein l-lilfsenzym bereitgestellt 
wird, welches die Ausbildung einer kovaienten Bindung ermdgliclit 
s^wisctien der Oberflache der Wirtsorganismen und einem Produkt, das 
durch die Substratspaltungs-Reaktion entsteht, die durch ein 
Kandidatenpolypeptid katalysiert wird, und 

(b) die Wirtsorganismen identifiziert werden, bei denen das Produkt auf der 
Oberflache gebunden ist. 

Verfahren nach Anspruch 1 , wobei das Enzym Hydrotaseaktivitat aufweist. 

Verfahren nach Anspruch 2, wobei das Enzym eine Esterase ist. 

Verfahren nach Anspruch 3, wobei die Esterase die Esterase EstA aus 
Pseudomonas aeruginosa ist. 

Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 4, wobei das Hilfsenzym eine 
Peroxidase ist. 

Verfahren nach Anspruch 5, wobei die Peroxidase eine Meerrettich 
Peroxidase ist 

Verfahren nach einem der Anspmche 1 bis 6, wobei das Substrat ein Ester ist. 

Verfahren nach Anspruch 7, wobei der Ester ein Phenolester ist. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, wobei das Substrat mit einem 
der Marker verbunden ist, der den Nachweis des auf der ZelloberflSche 
kovalent gebundenen Produktes eriaubt. 
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Verfahren nach Anspruch 9. wobei der Marker ein Fluoreszenzmarker. 
Chemllumineszenzmarker. radioaktiver Marker. Biotin, Avidin. magnetlsche 
P^rHkoi nriflr ftin Enz ym ist. das zu einem nachwei sbaren Farbstoff fPhrt bei 
Kontakt mit einer chromogenen Substanz. 

Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 10, wobei der Wirtsorganismus ein 
Phage ist. 

Verfahren nach einem der AnsprUche 1 bis 10, wobei der Wirtsorganismus 
eine Zelle ist. 

Verfahren nach Anspruch 12. wobei der Wirtsorganismus ein prokaryontischer 
Organismus ist. 

Verfahren Anspruche 13. wobei der prokaryontische Organismus ein gram- 
negatives Bakterium Ist. 

Verfahren nach Anspruch 14. wobei das gram-negativen Bakterium von der 
ArtE. co//ist. 

• ... 

Wirtsorganismus. der ein Kandidatenpolypeptid (Enzym) derart exprimlert, 
dass es auf der Oberflache des Wirtsorganismus prSsentiert wind, und der 
gleichzeitig auf seiner OberflSche ein Hllfsenzym trigt. welches In der Lage ist. 
eine Reaktion zu katalysieren. die die Ausbildung eIner kovalenten BIndung 
emiogiicht zwischen der OberflSche des Wirtsorganismus und einem Produkt 
einer Substratspaltungsreaktion. die von dem Kandidatenpolypeptid katalysiert 
wird. 
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S3 

Zusammenfassung 2.2- OVct^"^^^ 

Beschrieben wird ein Verfahren zur Identiflzierung von Enzymen mrt eIner 
gewQnschten AkBvitat durch zufallsmaliige Erzeugung einer groften Sammlung von 
Enrymvarianten. die Synthese dieser Varianten in Wirtsorganismen. deren 
Prasentation auf der Oberflache der Organismen und die Isolierung von 
Enzymvarianten mit den gewQnschten Elgenschaften durch den Nachweis der 
kovalenten Deposition des Reaktionsprodulctes auf der Oberflache des 
Wirtsorganismus. 
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Isollerung Esterase- 
positiver posiUver KIcme 
mittels Durchflua- 
zytometrie 




E. coll transfonniert mit 
Esterase- Gen 



Induktion der Expression 




Markierung der Zeilen 
dutch Inkubation mit einen 
interaktionspartner des 
SignalmolekQIs (Strepta- 
vldin, R-Phycoerythrin) 



Zelloberfiachenexposition der 
Esterase 

I 

Fixierung des 
Hilfsenzyms T 
(Peroxidase) auf der 
ZelioberflSche 




□ 



Zellfixierung des 
Reaktionsproduktes mit 
konjugiertem 
Signalmolekul 
(Biotin-Tyramid) 



Ester Hydrolyse 




Inkubation mit einem 
' phenolischen 
Estersubstrat mit 
konjugiertem 
SignalmolekQi 
Z.B. Biotin-Tyramid- 
Fettsaureester 



Rgur1 
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Figur 2: TSA-Reaktion 
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(Odanoicadd, biottn-tyramid ester) 



Figur 3: Struktur von Oktansaure Blotin-Tyramldester 
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